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Bibliografische Zusammenfassung 
Claudia Pösel 
Effizienz einer Kombinationstherapie aus G-CSF und mononukleären Knochenmarkzellen 
in einem präklinischen Schlaganfallmodell 
Universität Leipzig, Kumulative Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades 
Doctor rerum medicinae (Dr. rer. med.) 
68 Seiten, 98 Literaturangaben, 1 Tabelle 
Eine Vielzahl präklinischer Schlaganfallstudien zeigte die neuroprotektive und 
neuroregenerative Wirkung des hämatopoetischen Wachstumsfaktors G-CSF 
(Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor). Ein Wirkungsmechanismus des G-CSF ist 
die Mobilisation von protektiven Knochenmarkzellen in die ischämische Läsion, wobei 
diese zeitverzögert nach G-CSF-Gabe stattfindet. Eine zusätzliche frühzeitige 
Transplantation mononukleärer Knochenmarkzellen (BM MNC) könnte diese 
therapeutische Lücke füllen. Ziel der vorliegenden Studie war es, die Wirksamkeit dieser 
Kombinationstherapie in einem Schlaganfallmodell der spontan hypertensiven Ratte  
(SHR) zu testen. Syngene BM MNC wurden aus dem Knochenmark von SHRs durch 
immunmagnetische Depletion der Granulozyten isoliert. Nach Verschluss der Arteria 
cerebri media wurde den Tieren über insgesamt 5 Tage G-CSF verabreicht und zusätzlich 
zu einem frühen (6h nach Schlaganfall) oder späteren (48h nach Schlaganfall) Zeitpunkt 
BM MNC intravenös appliziert. Unbehandelte Schlaganfalltiere sowie Tiere mit alleiniger 
G-CSF-Therapie dienten als Kontrolle.  
Das Infarktvolumen wurde weder durch die alleinige G-CSF-Gabe noch durch die 
zusätzliche Zelltherapie verändert. Dennoch wiesen Tiere mit G-CSF-Einzeltherapie eine 
anhaltende funktionelle Verbesserung des sensomotorischen Defizites auf. Während die 
zusätzliche frühzeitige Zelltransplantation (6h) keinen weiteren Therapieeffekt zeigte, 
führte die Zelltransplantation nach 48h zu einer Aufhebung des protektiven G-CSF-
Effektes. Die G-CSF-Therapie bewirkte erwartungsgemäß einen deutlichen Anstieg der 
zirkulierenden Leukozyten. Interessanterweise wurde der Granulozytengehalt im Blut und 
in der Milz durch die einmalige Zelltherapie nach 48h signifikant erhöht. Ein Großteil der 
transplantierten BM MNC (48h) konnte in der Milz nachgewiesen werden und führte dort 
vermutlich zu einer kompetitiven Hemmung des Granulozytenabbaus. Dies hatte sowohl 
den  Anstieg der zirkulierenden Granulozyten als auch deren vermehrte Infiltration in das 
ischämische Hirngewebe zur Folge und könnte schließlich den negativen Einfluss auf die 
funktionelle Verbesserung erklären. Die beobachteten Interaktionsmechanismen werfen 
ein interessantes Licht auf die mögliche Wirkungsweise von Zelltherapien und 
unterstreichen die entscheidende Rolle des Immunsystems in der Pathophysiologie des 
Schlaganfalls. 
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Abkürzungsverzeichnis 
ARRIVE  engl. Animals in Research: Reporting In Vivo Experiments 
ART    engl. Adhesive Removal Test 
AUC    engl. area under the curve, Fläche unter der Kurve 
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BM MNC engl. bone marrow mononuclear cells, mononukleäre Zellen des 
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cIAP2 engl. cellular inhibitor of apoptosis, zelluläre Apoptose-inhibitorische 
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CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 
DAMPs engl. damage associated molecular patterns, Schaden-assoziierte 
molekulare Strukturen 
DGZ   Dichtegradientenzentrifugation 
G-CSF engl. granulocyte-colony stimulating factor, Granulozyten-Kolonie 
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MCAO  engl. middle cerebral artery occlusion, Verschluss der mittleren 
zerebralen Hirnarterie 
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MZM   engl. marginal zone macrophages, Makrophagen der Marginalzone 
pMCAO engl. permanent middle cerebral artery occlusion, permanenter 
Verschluss der mittleren zerebralen Hirnarterie  
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1 Einführung 
1.1 Der ischämische Schlaganfall 
1.1.1 Epidemiologie 
Der Schlaganfall (Synonym: Hirninfarkt, Apoplex, engl. stroke) stellt eine sozioökonomisch 
bedeutsame, zerebrovaskuläre Erkrankung dar und ist weltweit die dritthäufigste 
Todesursache. Er ist zugleich der häufigste Grund für erworbene Behinderungen im 
Erwachsenenalter und erfordert des Öfteren eine langfristige rehabilitative Behandlung. 
Die mit dem Auftreten eines Schlaganfalls verbundenen Risikofaktoren wie Bluthochdruck 
und Diabetes mellitus nehmen mit steigendem Alter zu. Somit ist im Hinblick auf die 
demografische Entwicklung in den nächsten Jahrzehnten ein deutlicher Anstieg der 
Schlaganfall-Inzidenz zu erwarten. Dank verbesserter medizinischer Versorgung 
überleben immer mehr Patienten einen Schlaganfall; dem stehen steigende 
Gesundheitskosten für rehabilitative Nachbehandlung, Pflege und Berufsunfähigkeit 
gegenüber, die sich in Deutschland auf bis zu 7,1 Milliarden Euro pro Jahr belaufen (1). 
1.1.2 Pathogenese und Klinische Symptomatik 
Die den Schlaganfall verursachenden Durchblutungsstörungen lassen sich auf 
ischämische Verschlüsse (87%; ischämischer Infarkt), intrazerebrale Blutungen (10%; 
hämorrhagischer Infarkt) und Subarachnoidalblutungen (3%) zurückführen (2). Diese 
Arbeit befasst sich ausschließlich mit dem ischämischen Schlaganfall, bei dem es 
aufgrund einer Verengung oder eines Verschlusses von zerebralen Blutgefäßen zur 
Ischämie des Versorgungsgebietes kommt. Der lokale, transiente oder permanente 
Verschluss kann durch ein Blutgerinnsel aus dem Herzen (kardiale Embolien),  
Erkrankungen kleiner zerebraler Blutgefäße (Mikroangiopathien) oder auch Stenosen 
großer, zuführender Blutgefäße verursacht werden (3). Die daraus resultierende 
Minderdurchblutung des Gehirns und Unterversorgung mit Glukose und Sauerstoff führt 
zu einem Zusammenbruch des Funktions- und Erhaltungsstoffwechsels in dem 
betroffenen Hirnareal. Als Konsequenz können Symptome wie leichte sensible 
Missempfindungen, Sprachstörungen, Gesichtsfeldausfälle und Halbseitenlähmung 
auftreten und bei schwerem Ausmaß bis hin zu Koma und Tod führen. Sowohl die 
Lokalisation und Dauer der Ischämie als auch die Ersatzversorgung durch umliegende 
Kollateralgefäße bestimmen die Ausprägung der klinischen Symptome. 
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1.1.3 Pathophysiologie 
1.1.3.1 Exzitotoxizität 
Nach einem ischämischen Hirninfarkt wird das Ausmaß der Gewebeschädigung durch 
das Zusammenspiel komplexer pathophysiologischer Mechanismen beeinflusst. In der 
akuten ischämischen Phase führt die Minderdurchblutung der betroffenen Hirnareale 
bereits nach wenigen Minuten zu einer Unterversorgung der Zellen mit Glukose und 
Sauerstoff und damit zu einem Mangel an energiereichem Adenosintriphosphat in den 
Zellen. Infolgedessen fallen die Funktionen der energieabhängigen neuronalen 
Ionenpumpen in den Zellmembranen reversibel aus. Es kommt zum unkontrollierten 
Ionenaustausch. Durch die Verschiebung der Ionengradienten dringt zunehmend Wasser 
in die Zelle ein, und es bildet sich ein hyperosmotisches, zytotoxisches Ödem aus. 
Darüber hinaus bewirkt der zytosolische Kalziumanstieg eine mitochondriale Freisetzung 
membranschädigender Sauerstoffradikale sowie eine massive Ausschüttung des 
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat. Extrazelluläres Glutamat aktiviert 
glutamatabhängige Kalziumkanäle der postsynaptischen Membran und führt zu einem 
weiteren exzessiven Kalziumeinstrom in die Zelle (Exzitotoxizität) (4). Dieser resultiert in 
einer Aktivierung verschiedener intrazellulärer Enzyme wie Calpain, 
Stickstoffmonoxidsynthethasen, Phospholipasen, Endonukleasen sowie Caspasen, 
welche im Wesentlichen in ihrer Funktion den programmierten Zelluntergang (Apoptose) 
induzieren (5). Der anhaltende Energiemangel der Zelle leitet zudem kurzzeitig die 
anaerobe Metabolisierung ein und führt mit der Bildung von saurem Laktat zur 
metabolischen Azidose.  
Die beschriebenen molekularen und zellulären Mechanismen treten zunächst lokal und 
irreversibel am Ursprungsort der Minderdurchblutung auf und bilden dort den Infarktkern 
aus. Im subakuten Verlauf der Ischämie können diese Kaskaden jedoch auf das 
umgebende Randgebiet (Penumbra) übergreifen und folglich den ischämischen 
Gewebeschaden ausweiten. Obwohl die Funktionen in diesem Bereich durch die 
Versorgung der Kollateralgefäße zum Teil aufrecht erhalten werden, können die 
extrazellulären, toxischen Ansammlungen von Kalium und exzitatorischen Aminosäuren 
spontane Depolarisationen im Infarktrand initiieren. Im Gegensatz zu denen im Infarktkern 
sind diese jedoch reversibel und stellen somit im Rahmen der Neuroprotektion einen 
therapeutischen Angriffspunkt dar (6).  
1.1.3.2 Bedeutung der Immunantwort nach Schlaganfall 
Nach einer lokalen Zellschädigung kommt es wie auch in anderen Organen zu einer 
Entzündungsreaktion. Initial setzen ischämische Neurone Schaden-assoziierte molekulare 
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Strukturen (engl. damage associated molecular patterns, DAMPs) frei. Diese DAMPs 
induzieren die umliegende residente Mikroglia oder Astrozyten zur Synthese und 
Freisetzung pro-inflammatorischer Signalmoleküle wie Interleukin (IL) 1β oder 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). Diese Mediatoren erhöhen die Expression von 
Adhäsionsmolekülen (engl. Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1; P-Selektine; E-
Selektine) an der Zelloberfläche des umliegenden Endothels und erleichtern somit das 
Einwandern von peripheren Leukozyten aus dem Blut in das Hirnparenchym. Nach dem 
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke kommt es zu einer Infiltration von neutrophilen 
Granulozyten, Makrophagen und schließlich T- sowie B-Lymphozyten. Die durch die 
Leukozyteninfiltration bedingte sekundäre Entzündungswelle kann ein Infarktwachstum 
zur Folge haben (4;7). 
Neben der lokalen, sterilen Entzündungsreaktion im Hirnparenchym tritt bei den 
betroffenen Schlaganfallpatienten oft eine lang anhaltende systemische Immun-
depression auf, die zu schweren bis hin zu tödlichen Infektionen führen kann (8). Die 
Herabsetzung der systemischen Immunantwort nach Schlaganfall wird vor allem durch die 
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse und des sympathischen 
Nervensystems eingeleitet. Diese Aktivierung von nervalen als auch neurohumoralen 
Efferenzen bewirkt eine massive Apoptose von Immunzellen in der Peripherie, welche 
sich in einer Leukozytopenie im Blut als auch in einer Atrophie der sekundären 
lymphatischen Organe, wie Milz und Lymphknoten, äußert (8-10). Darüber hinaus wird 
über den parasympathischen, cholinergen Signalweg des Nervus vagus die Sekretion 
pro-inflammatorischer Zytokine in Gewebsmakrophagen unterdrückt und somit ein anti-
inflammatorisches Milieu eingestellt (11;12). Das Ausmaß der systemischen 
Immundepression und der damit einhergehenden Infektionsanfälligkeit ist von der 
Infarktgröße, von dem klinischen Schweregrad des neurologischen Defizits und dem Alter 
der Patienten abhängig (11). 
1.1.4 Experimenteller Schlaganfall 
1.1.4.1 Eigenschaften des Modellsystems und Qualitätsrichtlinien 
Der ischämische Schlaganfall wird durch einen transienten oder permanenten Verschluss 
einer hirnversorgenden Arterie operativ induziert. Dies kann durch intraluminalen 
Verschluss, transkranielle permanente oder transiente Okklusion einer versorgenden 
Hirnarterie (bspw. engl. middle cerebral artery occlusion, MCAO), Induktion einer 
Thromboembolie oder eines photo-induzierten Verschlusses (bspw. Photothrombose) im 
Bereich der Arteria cerebri media erfolgen (13). In der Schlaganfallforschung werden 
vorrangig Ratten oder Mäuse eingesetzt, da es in diesen Kleintiermodellen bereits 
umfassende Kenntnisse über den Ablauf von pathophysiologischen Mechanismen gibt. 
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Die Anforderungen an das gewählte Modell sind eine einfache Durchführbarkeit, eine 
Reproduzierbarkeit der Läsion und die entsprechende Vergleichbarkeit zum klinischen 
Bild des Schlaganfalls. 
Um eine effiziente Translation der präklinischen Ergebnisse in die Klinik gewährleisten zu 
können, wurden durch Expertenkomitees Qualitätskriterien zur Durchführung von 
präklinischen Studien erstellt (STAIR – engl. ‚The Stroke Treatment and Academic 
Roundtable‘ (14); STEPS – engl. ‚Stem Cell Therapy as an Emerging Paradigm for 
Stroke‘ (15); ARRIVE Richtlinien – engl. ‘Animals in Research: Reporting In Vivo 
Experiments’ (16)). Im Allgemeinen werden dabei die folgenden Empfehlungen zur 
Generierung sowie Interpretation von präklinischen Daten gegeben: 
• die Verwendung verschiedener Spezies sowie Tiere unterschiedlichen 
Geschlechts;  
• die Verwendung von prämorbiden Tieren unter Berücksichtigung der relevanten 
Begleiterkrankungen bei Risikopatienten; 
• die a priori Bestimmung der notwendigen Tierzahlen (primärer Studienendpunkt) 
sowie a priori Festlegung von Ein- und Ausschlusskriterien;  
• die vollständige Randomisierung und Verblindung der Operationen, 
Testdurchführungen und Auswertungen;  
• das Definieren von multiplen Endpunkten (Verhaltenstests, Infarktentwicklung und 
histologische Auswertung); 
• die Bestimmung einer optimalen Dosis und eines optimalen 
Transplantationszeitraums;  
• die Durchführung von Langzeitexperimenten (Dauer von mindestens einem 
Monat) sowie die Validierung der Ergebnisse durch mehrere Forschungsgruppen. 
1.1.4.2 Präklinisches Schlaganfallmodell dieser Studie 
In Hinblick auf den klinisch multimorbiden Schlaganfallpatienten spielt die Wahl des 
Tiermodells eine entscheidende Rolle. So zeigt die Metaanalyse präklinischer 
Schlaganfallstudien eine Überschätzung der Therapieeffekte, wenn innerhalb der Studie 
gesunde anstelle von prämorbiden Tieren verwendet wurden (17). Aus diesem Grund 
wurde in dieser Studie mit spontan hypertensiven Ratten (SHR) gearbeitet. Diese von 
Wistar-Kyoto-Tieren abstammenden Ratten entwickeln spontan im Alter von 5-6 Wochen 
eine Hypertension mit einem systolischem Blutdruck zwischen 180 und 200 mmHg, 
welcher fortschreitend zur systemischen Schädigung des vaskulären und kardialen 
Mikrogefäßsystems führt. Weiterhin kennzeichnen SHR das Auftreten einer ausgeprägten 
Hyperinsulinämie, Hyperlipidämie sowie Hypercholestinämie (18). Neben den 
hämodynamischen Veränderungen wurden bei diesen Tieren auch immunologische 
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Einschränkungen der Leukozyten-Endothel-Interaktionen und der T-
Lymphozytenfunktionen beschrieben (19).  
In dieser Studie wurde an SHRs nach Kraniotomie durch gezielte Thermokoagulation eine 
permanente Okklusion der mittleren Zerebralarterie erzeugt (20) (genehmigtes 
Tierversuchsvorhaben, TVV 12/11), dessen Resultat eine kortikale Infarktläsion mit 
geringer Varianz in Größe waren. Die Effektstärke der Therapie auf das Infarktvolumen 
wurde mit einem Mittelwertunterschied von 30% festgesetzt und demnach die 
Versuchsgruppengröße mittels a priori Poweranalyse (α=0.05 and β=0.8) auf 18 Tiere je 
Gruppe berechnet. Basierend auf Vorexperimenten wurde die zu erwartende Varianz der 
Infarktvolumina von σ=3.2 %HLVe, (21) für die Berechnung angenommen. Die 
Datenerhebung und Datenanalyse wurde randomisiert sowie verblindet durchgeführt. Als 
Ausschlusskriterien wurden ein Gewichtsverlust von 20% oder mehr, das Fehlen einer 
kortikalen, ischämischen Läsion (Bildgebung) sowie eine unvollständige Therapie 
festgelegt. 
1.2 Therapieverfahren zur Behandlung des Schlaganfalls 
Trotz intensiver Untersuchungen der experimentellen und klinischen 
Schlaganfallforschung in den letzten Jahrzehnten existiert bis heute nur eine 
Therapiemöglichkeit, die auf der intravenösen Auflösung des Schlaganfall 
verursachenden Blutgerinnsels mit gewebsspezifischem Plasminogenaktivator (rt-PA) 
basiert (22). Das Zeitfenster für diese Behandlung nach einem akuten ischämischen 
Schlaganfall beträgt nur maximal viereinhalb Stunden, und weitere Ausschlusskriterien 
führen dazu, dass nur ca. 15% aller Schlaganfallpatienten kausal therapiert werden 
können (23). Neben der Lysetherapie wurden in der klinischen Routine mit der Einführung 
sogenannter „Stroke Units“ zusätzlich neurologische Stationen errichtet, welche sich auf 
die schnellstmögliche intensivmedizinische und interdisziplinäre Akutbehandlung von 
Schlaganfallpatienten sowie deren Rehabilitation spezialisiert haben. 
In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnten die nach Schlaganfall auftretenden 
pathophysiologischen Prozesse durch die Anwendung neuroprotektiver Medikamente 
gezielt moduliert werden. Dennoch ist es bis heute nicht gelungen, eine der in der 
Präklinik getesteten neuroprotektiven Substanzen in die klinische Routine zu überführen 
(24-26). So zum Beispiel konnten die protektiven Eigenschaften des Radikalfängers NXY-
059 in fünf verschiedenen Tiermodellen des experimentellen Schlaganfalls evaluiert, 
jedoch letztendlich im Rahmen der klinischen Phase-III-Studie nicht bestätigt werden (27). 
Die Diskrepanz in der Translation der präklinisch erfolgreich getesteten Substanzen in die 
Klinik ist vordergründig in der komplexen sowie heterogenen klinischen Pathologie des 
Schlaganfalls zu suchen (28). Darüber hinaus wurde durch die bevorzugte Publikation von 
Einführung   11 
Positivergebnissen eine statistisch verzerrte Datenlage der Präklinik dargelegt (25;29). 
Dennoch besteht ein großes Interesse, neue Therapiekonzepte zu entwickeln, die eine 
kausale Behandlung jenseits der bisher bestehenden Einschränkungen erlauben. Sowohl 
die Zelltherapie als auch der stammzellmobilisierende hämatopoetische Wachstumsfaktor 
G-CSF (engl. granulocyte-colony stimulating factor, Granulozyten-Kolonie stimulierende 
Faktor) zeigten in zahlreichen experimentellen Schlaganfallstudien ein vielfältiges 
neuroprotektives und –regeneratives sowie immunmodulatorisches Wirkungsspektrum auf 
(30-32).   
1.2.1 Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor  
Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF) ist ein aus 207 Aminosäuren 
bestehendes 19,6kDa großes hydrophobes Glykoprotein (33). Das humane G-CSF 
Molekül wurde bereits vor 25 Jahren charakterisiert und zeigt eine hohe Kreuzreaktivität 
zur murinen Spezies (34). G-CSF gehört zur Gruppe der hämatopoetischen 
Wachstumsfaktoren, welche im Organismus das Wachstum und die Reifung von 
Blutzellen regulieren. Das Zytokin wird bei Entzündungsreaktionen (35) vor allem von 
Immunzellen (36), mesenchymalen (37) oder endothelialen Zellen (38) sekretiert. Als 
hämatopoetischer Wachstumsfaktor reguliert G-CSF die Reifung, die Proliferation sowie 
das Überleben myeloider Zellen (39) und verbessert deren phagozytierenden sowie 
bakteriziden Eigenschaften (40;41). Aufgrund der stammzellmobilisierenden 
Eigenschaften (42) wird G-CSF bereits seit vielen Jahren klinisch für die Behandlung der 
Neutropenie nach Chemotherapie als auch im Rahmen von 
Knochenmarktransplantationen präventiv und therapeutisch eingesetzt (43). Darüber 
hinaus besitzt G-CSF immunmodulierende Eigenschaften (44). So konnte nach G-CSF-
Behandlung eine verminderte Ausschüttung pro-inflammatorischer und eine erhöhte 
Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine beobachtet werden (45-47).  
Die Wirkungsweise von G-CSF basiert auf der Interaktion mit seinem hoch-affinen G-
CSF-Rezeptor (G-CSFR; CD114) (48) welcher vor allem auf myeloiden Vorläuferzellen 
sowie reifen Granulozyten und Monozyten vorkommt (49). Darüber hinaus konnte dieser 
Transmembranrezeptor sowohl Thrombozyten (50), Lymphozyten (51), Endothelialzellen 
(52) als auch Neuronen (53) nachgewiesen werden, wobei seine Expression durch seinen 
Liganden G-CSF selbst reguliert wird (54). Die Expressionsdichte des Rezeptors auf 
Neutrophilen ist sehr gering und lässt daher vermuten, dass eine Aktivierung von nur 
wenigen Rezeptormolekülen durch G-CSF schon eine massive biologische Antwort 
induziert. Kommt es zur Bindung von G-CSF an seinen Rezeptor, so wird intrazellulär 
über die Aktivierung diverser Kinasen und Transkriptionsfaktoren eine komplexe 
Signalkaskade ausgelöst, welche in der Expression verschiedenster Gene für Proliferation 
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oder Reifung resultiert (49). Unter anderem zeigen die Ergebnisse einer Mikroarraystudie, 
dass Gene für die Neutrophilenaktivierung vermehrt transkribiert werden, wohingegen 
Gene, welche mit der Immunantwort in Verbindung stehen, wie beispielweise für den T-
Zell Rezeptor oder HLA-Komplex kodierende Gene, herunterreguliert sind (55). 
1.2.1.1 Neuroprotektive und -regenerative Wirkungsweise des G-CSF  
Die therapeutische Wirkung von G-CSF zur Behandlung der zerebralen Ischämie wurden 
erstmals vor über 10 Jahren experimentell im murinen Schlaganfallmodell beschrieben 
(56). Die Therapie mit G-CSF führte zu einem signifikant verringerten Infarktvolumen. 
Nachfolgende präklinische Studien im transienten Schlaganfallmodell bestätigten diese 
Effekte mit einer durchschnittlichen Reduktion des Infarktvolumens von bis zu 40% sowie 
einer Verbesserung der neurologischen Defizite um 24-40% (31;32). Arbeiten mit G-CSF-
defizienten Knockout-Mäusen zeigten außerdem einen Anstieg des Infarktvolumens, 
welchem mit substituiertem G-CSF entgegen gewirkt werden konnte (57). Als 
Wirkungsmechanismus wird zum einen eine Geweberegeneration durch G-CSF-
mobilisierte Knochenmarkzellen angenommen, zum anderen kann G-CSF die Blut-Hirn-
Schranke passieren (53) und somit direkte zelluläre Schutzmechanismen induzieren. 
Interessanterweise wurde der G-CSF-Rezeptor hauptsächlich auf Neuronen im Cortex, 
Hippocampus, der Subventrikulären Zone (SVZ) als auch im Cerebellum bestimmt und in 
Folge des Schlaganfalls konnte ein Anstieg der endogenen, neuronalen G-CSF-Synthese 
als eine Art intrinsische Stressantwort beobachtet werden (53;58). 
Die anti-apoptotischen Eigenschaften des G-CSF wurden zum ersten Mal in in vitro 
Kulturen von zerebellären Körnerzellen nach glutamatinduzierter Exzitotoxizität 
nachgewiesen (59). Weitere Studien belegten diese Effekte und verzeichneten die 
Aktivierung anti-apoptotischer Signalkaskaden sowie eine erhöhte Transkription der Bcl-2 
Proteinfamilie (engl. B-cell lymphoma 2) welche mit der Regulation des programmierten 
Zelltodes in Verbindung stehen (53;60). Beispielsweise führte die G-CSF-Behandlung in 
einem transienten Schlaganfallmodell der Ratte zu einem Anstieg des Apoptose 
inhibierenden Proteins cIAP2 (engl. cellular inhibitor of apoptosis) und folglich zu einer 
Abnahme der Caspase-3-Enzymaktivität (61).  
In weiteren in vitro Studien wurde der funktionelle Einfluss von G-CSF auf die neuronale 
Differenzierung von adulten neuralen Vorläuferzellen demonstriert. Dabei erhöhte G-CSF 
die Expression neuronaler Marker wie β-III Tubulin und neuronenspezifische Enolase, 
wohingegen die Expression glialer Marker wie dem sauren Gliafaserprotein GFAP (engl. 
Glial fibrillary acidic protein) und dem Proteolipid-Protein nicht reguliert war (53). Des 
Weiteren konnte für G-CSF eine Neurogenese fördernde Wirkung beobachtet werden. 
Nach einer Ischämie kommt es im Gyrus dentatus des Hippokampus sowie in der SVZ 
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der ischämischen und nicht-ischämischen Hemisphäre zu einer Neubildung von neuralen 
Vorläuferzellen. Nach G-CSF-Therapie wurden sowohl im Gyrus dentatus als auch im 
Randgebiet der ischämischen Läsion eine erhöhte Anzahl proliferierender Vorläuferzellen 
nachgewiesen (53). G-CSF scheint außerdem die Gefäßneubildung zu stimulieren. So 
konnte nach Schlaganfall durch die G-CSF-Therapie sowohl eine erhöhte Proliferation 
von endothelialen Zellen im Infarktrand als auch ein Anstieg der Gefäßverzweigung und -
länge registriert werden. Die erhöhte Expression der Angiogenesemarker Angiopoetin 2 
und endothelialen Stickstoffmonooxidsynthetase bestätigte diese Resultate (62;63). 
Aufgrund der vielversprechenden präklinischen Ergebnisse wurde die Effektivität von G-
CSF in einer multizentrischen klinischen Phase-II-Studie (Axis-2) an 328 
Schlaganfallpatienten eingehend untersucht (64). Diese zeigte jedoch keine statistisch 
relevanten funktionellen Verbesserungen zwischen der G-CSF- und placebobehandelten 
Patientengruppe. Die Diskrepanz in der Translation der vielversprechenden präklinischen 
Vordaten wurde mit der variablen Pathologie des Schlaganfalls innerhalb der 
Patientengruppe, sowie mit der im Vergleich zur Präklinik höheren Dosis an G-CSF 
(135µg G-CSF/kg Körpergewicht gegenüber 50µg G-CSF/kg Körpergewicht) als auch der 
geringen Behandlungsdauer von 3 Tagen begründet. 
1.2.1.2 Immunmodulierende Wirkungsweise von G-CSF nach 
Schlaganfall 
In der Anwendung beim Schlaganfall verändert G-CSF als hämatopoetisches 
Wachstumshormon auch immunologische Parameter. Zum einen bewirkt die G-CSF-
Therapie eine massive Leukozytose, welche hauptsächlich in einer Akkumulation von 
Granulozyten (PMN, engl. polymorphonuclear leukocytes) resultiert. Es ist jedoch 
umstritten, ob diese G-CSF-vermittelte Neutrophilie eine erhöhte Leukozyteninfiltration ins 
Hirngewebe und somit eine verstärkte postischämische Entzündungsreaktion zur Folge 
hat. Taguchi et al. konnte nach G-CSF-Behandlung eine vermehrte Infiltration myeloider 
Zellen ins Infarktgewebe detektieren (63), andere Arbeiten widerlegten jedoch diese 
Ergebnisse (62). Des Weiteren wurde gezeigt, dass G-CSF die Expression der Matrix-
Metalloproteinase 9 supprimiert (57), welche nachweislich zu Blut-Hirn-Schranken-
Störungen, Ödembildung und Zelluntergang führt (65;66). Während der Ischämie senden 
ischämische Neurone, aktivierte Mikroglia oder Astrozyten pro-inflammatorische 
Signalmoleküle wie IL1-β oder TNF-α aus, welche eine Entzündungsreaktion induzieren. 
G-CSF kann die Expression dieser pro-inflammatorischen Zytokine reduzieren und 
hierdurch neuroprotektive Effekte vermitteln (61;67). In einer aktuellen Studie werden die 
immunmodulatorischen Effekte einer präklinischen Niedrig- und einer klinischen 
Hochdosis an G-CSF im Vergleich zu unbehandelten Schlaganfalltieren dargestellt (68). 
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Diese Studie zeigte, dass beide Dosen die Sekretion des pro-inflammatorischen IL-6 im 
Serum reduzierten. Im Gegensatz dazu erhöhte die 24-stündige Gabe einer G-CSF-
Hochdosis die Frequenz an Interferon-γ produzierenden Th1 Lymphozyten in der Milz und 
bewirkt darüber hinaus eine vermehrte Infiltration von T-Lymphozyten, Makrophagen als 
inflammatorischen Monozyten ins ischämische Hirngewebe.  
 
G-CSF besitzt somit vielseitige Wirkungsansätze. Es steuert nicht nur das Wachstum, die 
Reifung und die Mobilisation von potenziell regenerativen Knochenmarkzellen, sondern 
weist sowohl lokale neuroprotektive als auch neuroregenerative Wirkungsmechanismen 
nach einer Ischämie auf.  
1.2.2 Mononukleäre Zelltherapie beim Schlaganfall 
In Hinblick auf das enge Zeitfenster der Neuroprotektion und der häufig verspäteten 
Diagnose und Behandlungsmöglichkeit der Schlaganfallpatienten gewinnen 
zelltherapeutische Ansätze zunehmend an Bedeutung. Die Wirkungsweise der 
Zelltherapie erstreckt sich über die Inhibierung des apoptotischen oder nekrotischen 
Zellsterbens (69;70), den Wiederaufbau eines nährstoffversorgenden Gefäßsystems (71-
73), die Förderung der neuronalen Plastizität (74;75), die Unterstützung der endogenen 
Neubildung von neuralen Zellen (76) bis hin zum lokalen Gewebeersatz durch 
Einwanderung der Zellen ins ischämische Gewebe. Des Weiteren wurden für 
Zelltransplantate immunmodulierende Effekte nachgewiesen, indem sie beispielsweise 
die inflammatorische Reaktion der Milz unterbinden und somit lokale 
Entzündungsreaktionen im geschädigten Hirngewebe vermindern. 
Insbesondere mononukleäre Zellen des Knochenmarks (BM MNC, engl. bone marrow 
mononuclear cells) stellen als heterogenes Zellgemisch aus reifenden Immunzellen (v.a. 
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Monozyten) sowie hämatopoetischen, endothelialen und 
mesenchymalen Stammzellen ein vielversprechendes Zelltransplantat dar. Im Vergleich 
zu mesenchymalen oder hämatopoetischen Stammzelltransplantaten ist die 
Konzentration an Vorläuferzellen in der Zellfraktion der BM MNC sehr gering. Dennoch 
weisen BM MNC mit variablen Anteilen verschiedener Immun- und Vorläuferzellen 
möglicherweise ein umfassenderes Wirkungsspektrum auf als homogene 
Stammzelltransplantate. So bewirkte die mononukleäre Zelltherapie in der akuten oder 
subakuten Phase nach Schlaganfall eine Reduktion des Infarktvolumens, eine 
verminderte Aktivierung der residenten Mikrogliazellen sowie eine Verbesserung 
motorischer Funktionen (siehe Tabelle 1, (77-81)). Als zugrunde liegender 
neuroprotektiver Mechanismus wird die Ausschüttung trophischer Faktoren angenommen 
welche sich mildernd auf die postischämische Entzündungsreaktion auswirken und so den 
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neuralen Gewebeschaden eingrenzen (80;82;83). Diese Effekte wurden vorrangig in 
Tieren ohne Vorerkrankungen mit einem therapeutischen Zeitfenster zwischen 3h und 
24h ermittelt (77;79;80). Dagegen konnte eine aktuelle Studie in einem prämorbiden 
Schlaganfallmodell der Ratte trotz frühzeitiger BM MNC-Transplantation mit 
vergleichbaren Zelldosen weder eine Reduktion des Infarktvolumens noch eine 
verminderte Entzündungsreaktion im Hirnparenchym  nachweisen (84). 
Als neuroregenerative Effekte nach BM MNC-Transplantationen sind die Förderung der 
Neurogenese und der neuronalen Plastizität, der Wiederaufbau eines 
nährstoffversorgenden Gefäßsystems sowie immunmodulierende Funktionen beschrieben 
(81;85). In der Literatur gibt es nur wenige Anhaltspunkte für einen lokalen Gewebeersatz 
durch mononukleäre Zelltransplantate, so wird deren neurale Differenzierung und 
Integration ins geschädigte Hirngewebe kontrovers diskutiert (86;87). Stattdessen wurde 
nach intraarterieller oder intravenöser BM MNC-Injektion eine Migration und Akkumulation 
der BM MNC in Leber-, Nieren-, Lungen- und Milzgewebe beobachtet (88-90), welche auf 
eine immunmodulierende Wirkungsweise der Zellen schließen lassen. 
Die Zelltherapie mit mononukleären Knochenmarkzellen bietet die Möglichkeit einer 
autologen Therapie ohne den Einsatz von Immunsuppressiva. Ein weiterer Vorteil des BM 
MNC-Transplantates ist die unkomplizierte Entnahme und Aufarbeitung innerhalb weniger 
Stunden. Die Isolation ohne aufwendige Kultivierungsschritte bewahrt das physiologische 
Zellvolumen und ermöglicht so die uneingeschränkte Zirkulation des Transplantates zum 
Wirkungsort (88). BM MNC werden aseptisch mittels standardisierter Dichtegradienten-
zentrifugation (DGZ) schnell und sicher angereichert und können sowohl kryokonserviert 
gelagert als auch umgehend therapeutisch eingesetzt werden. Bereits in den 80er Jahren 
wurde diese Isolationsmethode für die klinische Anwendung zur Behandlung von 
Leukämien zugelassen und ist im Rahmen einer offenen klinischen Studie für die 
Schlaganfalltherapie als sicher und zulässig befunden worden (91). Dennoch gehen mit 
dieser Aufreinigungsmethode ein hoher Verlust an Vorläuferzellen und eine geringere 
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1.2.3 Kombinatorische Therapieansätze beim Schlaganfall 
In Hinblick auf die komplexen pathophysiologischen Vorgänge nach einem Schlaganfall 
stellt die Kombination aus mehreren therapeutisch wirksamen Kandidaten einen 
interessanten Ansatzpunkt dar. Eine aktuelle Metaanalyse zeigt, dass 
Kombinationstherapien sowohl die Effizienz der Einzeltherapie verstärken als auch das 
therapeutische Zeitfenster erweitern können (24;97). So konnte beispielsweise das 
Zeitfenster der Thrombolyse durch eine zusätzliche Behandlung von 4,5h auf 8h 
ausgedehnt werden und die Reduktion der Infarktvolumen in kombinatorischen 
Therapieansätzen von 20% auf 38% erhöht werden. Angesichts der Multimorbidität der 
Schlaganfallpatienten kommt es in der Klinik schon jetzt zur Anwendung verschiedener 
medikamentöser Therapien. Da die Kombination mehrerer Therapien auch schädigende 
Wechselwirkungen aufweisen oder sogar eine Aufhebung der Therapieeffekte zur Folge 
haben kann, besteht die dringende Notwendigkeit, kombinatorische Therapieansätze 
präklinisch zu testen.  
Die Kombinationstherapie aus G-CSF und mononukleären Knochenmarkzellen könnte 
eine innovative Therapieoption darstellen. Sowohl G-CSF als auch die mononukleäre 
Zelltherapie zeigten in experimentellen Schlaganfallstudien vielfältige und insbesondere 
identische Wirkungsmechanismen. Sie können sowohl das apoptotische Zellsterben nach 
Ischämie vermindern, die Neurogenese als auch die Gefäßneubildung erhöhen sowie die 
Immunantwort nach Schlaganfall beeinflussen. Als hämatopoetischer Wachstumsfaktor ist 
G-CSF darüber hinaus für die Mobilisation von Knochenmarkzellen verantwortlich. Die G-
CSF-abhängige Freisetzung der Knochenmarkzellen wird unter anderem durch die 
Unterbrechung der SDF-1/CXCR-4-Achse vermittelt, welche jedoch nach Schlaganfall 
zeitverzögert stattfindet (98). Eine zusätzliche frühzeitige Transplantation von 
mononukleären Knochenmarkzellen stellt somit eine synergistische Therapieoption zur 
Behandlung des Schlaganfalls dar.  
1.3 Zielstellung dieser Arbeit 
Das primäre Ziel dieser Arbeit ist die Prüfung der therapeutischen Wirksamkeit einer 
Kombinationstherapie aus G-CSF und mononukleären Knochenmarkzellen in einem 
präklinischen Schlaganfallmodell. Diese multimodale Therapie setzt sich aus der 
wiederholten Applikation von G-CSF sowie einer einmaligen mononukleären Zelltherapie 
nach 6h oder 48h nach Schlaganfall zusammen. Die Effizienz der Kombinationstherapie 
wird im Vergleich zu unbehandelten Schlaganfalltieren oder Schlaganfalltieren mit 
alleiniger G-CSF-Therapie bewertet.  
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Die Studie wurde unter Anwendung empfohlener Qualitätskriterien für präklinische 
Schlaganfallstudien durchgeführt. Diese Vorgaben schlossen die detaillierte 
Charakterisierung des verwendeten Zellproduktes, die Verwendung von prämorbiden 
Versuchstieren, eine Langzeituntersuchung mit funktionell aussagekräftigen Tests, die a 
priori Definition von Ausschlusskriterien, eine verblindete und randomisierte Durchführung 
sowie die Verwendung von multiplen Studienendpunkten ein. 
Der Zustand des Zelltransplantates stellt ein wichtiges Qualitätskriterium der Studie dar. 
Es wird zu Beginn die Etablierung einer reproduzierbaren Methode zur Isolation von 
mononukleären Knochenmarkzellen aus der Ratte beschrieben und deren Vergleich mit 
standardisierten Aufreinigungsmethoden über Dichtegradientenzentrifugation dargestellt 
(Kapitel 2.1: Density Gradient Centrifugation Compromises Bone Marrow Mononuclear 
Cell Yield; Pösel et al., PLoS One 2012). Die detaillierte Charakterisierung des 
Zelltransplantates während des Isolationsprozesses sowie vor der Applikation ist von 
hoher Relevanz für diese Studie. 
 
Im Anschluss wird unter Verwendung eines prämorbiden Rattenstamms (SHR) der 
Einfluss der Kombinationstherapie auf die Studienendpunkte Infarktwachstum sowie 
sensomotorische Defizite untersucht. Zusätzliche Analysen geben Aussage über den 
Wirkungsmechanismus der Therapie und zeigen potenzielle Wechselwirkungen auf 
(Kapitel 2.2: Bone marrow cell transplantation time-dependently abolishes efficacy of G-
CSF after stroke in hypertensive rats; Pösel et al., Stroke 2014). 
  
Aus der Zielstellung ergaben sich folgende Fragen: 
 
1. Welchen Einfluss hat die Aufreinigungsmethode auf das Zelltransplantat? In 
welcher Zusammensetzung und Vitalität steht das mononukleäre Zelltransplantat 
für die multimodale Therapie zur Verfügung? 
 
2. Können die vielversprechenden neuroprotektiven und neuroregenerativen Effekte 
von G-CSF auch in einer prämorbiden Ratte nach experimentellem Schlaganfall 
nachgewiesen werden? Welche zusätzliche Wirkung ist durch die wiederholte G-
CSF-Behandlung zu beobachten? 
 
3. Wie wirkt sich die zusätzliche Zelltherapie 6h oder 48h nach Schlaganfall auf die 
Studienendpunkte aus? Welche Wechselwirkungen können innerhalb der 
Kombinationstherapie beobachtet werden?  
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2.3 Beantwortung initialer Fragestellungen 
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit und dem Auseinandersetzen mit der aktuellen Literatur 
kann eine klare Beantwortung der initial gestellten Fragen erfolgen: 
 
1. Welchen Einfluss hat die Aufreinigungsmethode auf das Zelltransplantat? In welcher 
Zusammensetzung und Vitalität steht das mononukleäre Zelltransplantat für die 
multimodale Therapie zur Verfügung? 
In der publizierten Arbeit „Density gradient centrifugation compromises bone marrow 
mononuclear cell yield“ konnte gezeigt werden, dass bei der Aufreinigung des BM 
MNC-Transplantates mit der standardisierten Dichtegradientenzentrifugation ein 
Verlust an Zielzellen um bis zu 75% einhergeht. Mit der Etablierung einer neuen 
Depletionsmethode basierend auf der magnetischen Abbindung von PMN konnte der 
Verlust auf 30% minimiert werden. Unabhängig der Methode erstreckte sich der 
Zellverlust homogen auf alle Zellpopulationen und es wurden BM MNC mit einer 
Reinheit von über 90% angereichert. Mit der höheren BM MNC-Ausbeute nach 
immunomagnetischer Separation wurden zugleich zahlenmäßig mehr bipotente 
hämatopoetische als auch nicht-hämatopoetische Vorläuferzellen isoliert.  
Für die präklinische Wirksamkeitsstudie des kombinierten Therapieansatzes wurden 
BM MNC durch immunmagnetische Depletion der PMN isoliert. Die BM MNC setzten 
sich überwiegend aus B-Zellen, mononukleären myeloiden Zellen, T-Zellen sowie 
wenigen hämatopoetischen Vorläuferzellen zusammen und wiesen nach 
Kryokonservierung eine durchschnittliche Apoptoserate von 30% auf. 
 
2. Können die vielversprechenden neuroprotektiven und neuroregenerativen Effekte von 
G-CSF auch in einer prämorbiden Ratte nach experimentellem Schlaganfall 
nachgewiesen werden? Welche zusätzliche Wirkung ist durch die wiederholte G-CSF 
Behandlung zu beobachten?  
In der publizierten Studie „Bone marrow cell transplantation time-dependently 
abolishes efficacy of G-CSF after stroke in hypertensive rats“  konnte erstmals durch 
eine G-CSF-Therapie neurologische Funktionen nach einem permanenten 
Schlaganfall in einer prämorbiden Ratte verbessert werden. Die G-CSF-Behandlung 
hatte keinen Einfluss auf das Infarktvolumen oder Hirnödem, was auf ein kürzeres 
Zeitfenster der Neuroprotektion in einem permanenten Schlaganfallmodell 
zurückzuführen ist. Des Weiteren gab es keine Anhaltspunkte für verbesserte 
neuroregenerative Effekte durch G-CSF. In den ersten Tagen nach Schlaganfall fiel in 
der Kontrollgruppe eine auffällige Reduktion der zirkulierenden Immunzellen im Blut 
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auf. Die wiederholte G-CSF-Gabe führte dagegen zu einem deutlichen Anstieg von 
PMN, Lymphozyten und Monozyten im Blut und hob die in der Kontrollgruppe 
beobachtete Immundepression auf. Die Einzeltherapie mit G-CSF führte ebenso zu 
einer vermehrten Ansammlung von vitalen als auch nekrotischen PMN in der Milz 
sowie zu einem Anstieg der Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1ß. In 
der ischämischen Hemisphäre konnte indessen keine erhöhte Infiltration von PMN 
beobachtet werden, dennoch kam es zu einer zahlenmäßigen Abnahme von 
infiltrierten Makrophagen durch die G-CSF-Behandlung.  
 
3. Wie wirkt sich die zusätzliche Zelltherapie zu einem frühen oder späteren 
Transplantationszeitpunkt auf die Studienendpunkte aus? Welche Wechselwirkungen 
können innerhalb der Kombinationstherapie beobachtet werden?  
Die mononukleäre Zelltherapie 6h nach Schlaganfall zeigte weder einen fördernden 
noch schädlichen Einfluss auf die G-CSF-Effekte. Demgegenüber führte die 
zusätzliche Zelltherapie nach 48h zur vollständigen Aufhebung des protektiven 
Therapieeffektes von G-CSF und wies demnach ein neurologisches Defizit 
vergleichbar zur unbehandelten Kontrollgruppe auf. Die Entwicklung des 
Infarktvolumens oder des Hirnödems sowie die neuroregenerativen Prozesse wurden 
weder durch die frühe noch durch die späte Zelltherapie verändert. Die Aufhebung 
des G-CSF-Therapieeffektes durch eine zusätzliche Zelltransplantation nach 48h ist 
vermutlich auf nachteilige immunologische Interaktionen in der Milz zurückzuführen. 
So konnten 4h nach Injektion des Zelltransplantates fluoreszenzmarkierte BM MNC 
durchflusszytometrisch in Blut, Milz, Knochenmark und Hirn lokalisiert und 
differenziert werden, wobei ein Großteil der transplantierten Zellen in der Milz 
akkumulierte. Die histologische Analyse ergab, dass zahlreiche BM MNC zwischen 
roter und weißer Pulpa in direkter Nachbarschaft zu Makrophagen der Marginalzone 
lokalisiert waren. In Anbetracht der Tatsache, dass diese Makrophagen vor allem für 
den Abbau von zirkulierenden seneszenten und apoptotischen Zellen verantwortlich 
sind, könnte die G-CSF-bedingte Neutrophilie und die zusätzliche Injektion von 
apoptotischen BM MNC eine doppelte Belastung des Systems bewirkt haben. Die 
kompetitive Hemmung des Granulozytenabbaus in der Milz führte zu einer 
Akkumulation der PMN im Blut und bewirkte eine vermehrte Infiltration von vitalen 
PMN in die ischämische Hemisphäre. Dies könnte schließlich den negativen Einfluss 
auf die funktionelle Erholung erklären. Die untersuchte Kombinationstherapie war 
also je nach Therapiebeginn ohne Vorteil oder sogar schädlich und es konnten 
sowohl für die G-CSF- als auch die zusätzliche Zelltherapie interessante 
immunologische Wechselwirkungen beobachtet werden.  
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In Deutschland ist der Schlaganfall die zweithäufigste Todesursache sowie oftmals der  
Grund für erworbene Behinderungen im Erwachsenenalter. Trotz intensiver Forschung in 
den letzten Jahrzehnten existiert bis heute nur eine kausale Therapiemöglichkeit: die 
Auflösung des gefäßverschließenden Blutgerinnsels mit gewebsspezifischem 
Plasminogenaktivator (Thrombolyse). Das Zeitfenster für diese Notfallbehandlung ist auf 
maximal viereinhalb Stunden nach Auftreten des Schlaganfalls limitiert, und weitere 
Begleitumstände führen dazu, dass nur ca. 15% aller Schlaganfallpatienten eine 
Thrombolyse erhalten. Ein wichtiges Ziel der Schlaganfallforschung ist die Entwicklung 
neuer Therapien, die in einem ausgedehnten Zeitfenster einsetzbar sind und somit mehr 
Patienten eine kausale Therapie ermöglichen. In Hinblick auf die komplexen 
pathophysiologischen Vorgänge nach einem Schlaganfall stellt die Kombination aus 
mehreren therapeutisch-wirksamen Kandidaten einen interessanten Ansatzpunkt dar. Die 
vorliegende Dissertation beschreibt die präklinische Prüfung eines multimodalen 
Therapiekonzeptes, dass die wiederholte Applikation des Wachstumshormones G-CSF 
(engl. granulocyte-colony stimulating factor, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor) 
mit der Transplantation syngener, mononukleärer Knochenmarkzellen kombiniert. Die 
Effektivität der Therapie wurde für die Endpunkte Neuroprotektion und Neuroregeneration 
beurteilt. Aufgrund der immunmodulatorischen Eigenschaften von G-CSF wurde zudem 
die Wirkung der Kombinationstherapie auf die periphere und zerebrale Immunantwort 
nach Schlaganfall betrachtet. 
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G-CSF zeigte in verschiedenen präklinischen Schlaganfallstudien eine neuroprotektive  
und neuroregenerative Wirkung: beispielweise aktiviert G-CSF multiple 
Zellüberlebenskaskaden und führt so zu einer Verringerung des finalen Infarktvolumens. 
Weiterhin fördert G-CSF die adulte Neurogenese und unterstützt die Gefäßneubildung 
nach einem Schlaganfall. Als hämatopoetisches Wachstumshormon regt G-CSF die 
Reifung und Proliferation von therapeutisch relevanten Vorläuferzellen an und bewirkt 
deren Mobilisation aus dem Knochenmark in die Blutbahn. Da diese mobilisierende 
Eigenschaft des G-CSF zeitverzögert stattfindet, könnte eine zusätzliche, frühzeitige 
Zelltransplantation mit mononukleären Knochenmarkzellen eine synergistische 
Therapieoption zur Behandlung des Schlaganfalls darstellen. Zelltherapeutische Ansätze 
weisen ebenfalls ein vielfältiges Wirkungsspektrum auf, zu der die Hemmung des 
apoptotischen oder nekrotischen Zellsterbens, die Förderung der Neurogenese und der 
neuronalen Plastizität, der Wiederaufbau eines nährstoffversorgenden Gefäßsystems und 
die Immunmodulation durch die Sekretion trophischer Faktoren gehören. Die in dieser 
Arbeit verwendeten mononukleären Zellen des Knochenmarks (engl. bone marrow 
mononuclear cells, BM MNC) stellen als heterogenes Zellgemisch aus reifenden B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten, Monozyten sowie hämatopoetischen, endothelialen und 
mesenchymalen Stammzellen ein vielversprechendes Zelltransplantat dar. Die 
unkomplizierte Entnahme und Aufbereitung macht eine autologe Anwendung innerhalb 
weniger Stunden möglich.  
 
Das in der Kombinationstherapie mit G-CSF verwendete mononukleäre Zelltransplantat 
(BM MNC) wurde aus dem Knochenmark von syngenen, spontan hypertensiven Ratten 
(SHR) gewonnen. Die Separation der BM MNC von der polymorphonukleären Zellfraktion 
(PMN, Granulozyten) erfolgte über immunmagnetische Depletion (engl. magnetic 
activated cell sorting, MACS) der PMN. Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte 
Depletionsmethode zur Isolation der murinen BM MNC wurde mit den standardisierten 
Sedimentationsmethoden über Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll- oder Percoll-
Medien verglichen. Mittels MACS konnten 72,3 ± 6,7% der BM MNC aus dem murinen 
Knochenmark isoliert werden. Demgegenüber reicherte die Dichtesedimentation nur ein 
Viertel (Ficoll: 25,6 ± 5,8%) bzw. die Hälfte (Percoll: 51,5 ± 2,3%) der BM MNC Fraktion 
an. Unabhängig von der Isolationsmethode erstreckte sich der ermittelte Zellverlust 
homogen auf alle Zellpopulationen, so dass sich die angereicherten BM MNC-Faktionen 
in ihrer zellulären Verteilung nicht von der des Knochenmarks unterschieden. Die 
Separation mit Ficoll führte zu einer prozentualen Anreicherung von hämatopoetischen 
Vorläuferzellen (engl. hematopoietic stem cell, HSC) im BM MNC-Transplantat, jedoch 
konnten aufgrund der geringeren BM MNC-Ausbeute im Ficoll-Ansatz zahlenmäßig nur 
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halb so viele HSC isoliert werden als nach Percoll-Dichtegradientenzentrifugation oder 
immunmagnetischer Separation (HSC-Gehalt nach Ficoll: 10700 ± 4066; Percoll: 20099 ± 
5317 oder MACS: 20092 ± 3229, p<0,05). Für die präklinische Wirksamkeitsstudie des 
kombinierten Therapieansatzes wurden BM MNC durch immunmagnetische Depletion der 
PMN aus dem Knochenmark von SHR gewonnen und bis zur Transplantation 
kryokonserviert.  
 
Die Wirksamkeit der Kombinationstherapie wurde in einem experimentellen 
Schlaganfallmodell in der komorbiden SHR geprüft. Unter Einhaltung tierschutzrechtlicher 
Vorgaben wurde in 81 männlichen SHRs die rechte mittlere Hirnarterie permanent 
verschlossen (engl. permanent middle cerebral artery occlusion, pMCAO). Die Tiere 
wurden randomisiert einer der vier Experimentalgruppen zugeteilt: drei Gruppen erhielten 
täglich eine intraperitoneale Injektion von 50µg G-CSF je kg Körpergewicht für insgesamt 
5 Tage, beginnend eine Stunde nach pMCAO. Zusätzlich erhielten zwei der mit G-CSF 
behandelten Gruppen eine einmalige intravenöse Zelltherapie mit 1,5 x 107 syngenen BM 
MNC je kg Körpergewicht nach entweder 6h oder 48h nach Schlaganfall. Die 
Kontrollgruppe wurde zu allen Zeitpunkten der G-CSF- oder Zellapplikation mit einer 
Pufferlösung behandelt.  
Zur Bewertung der Therapieeffizienz wurde über einen Zeitraum von 30 Tagen wiederholt 
das Infarktvolumen und das Hirnödem mittels Magnetresonanztomographie bestimmt. Die 
neurologische Entwicklung wurde mit dem Adhesive Removal Test (ART) über 28 Tage 
bestimmt und anhand der Fläche unter der Kurve (engl. area under the curve, AUC) 
quantifiziert. Weder in der Gruppe mit alleiniger G-CSF-Behandlung noch in den Gruppen 
mit zusätzlicher Zelltherapie nach 6h oder 48h wurde eine Beeinflussung des 
Infarktvolumens oder des Hirnödems festgestellt. Dennoch konnte bei Tieren mit einer G-
CSF-Monotherapie eine Reduktion des funktionellen Defizites nachgewiesen werden 
(pMCAO AUC: 1291 ± 768; pMCAO+G-CSF AUC: 797 ± 581, p<0,05). Die zusätzliche 
Zelltherapie 6h nach Schlaganfall bewirkte keine weitere Veränderung dieses Befundes 
(pMCAO+G-CSF+BM MNC 6h AUC: 843 ± 391, p>0,05), interessanterweise führte jedoch 
die zusätzliche Zelltherapie nach 48h zur vollständigen Aufhebung des G-CSF 
Therapieeffektes (pMCAO+G-CSF+BM MNC 48h AUC: 1238 ± 707, p>0,05). Dies ließ 
eine nachteilige Interaktion zwischen der G-CSF- und Zelltherapie nach 48h vermuten. 
Die erhöhte Expression der Leukozyten-spezifischen Tyrosinphosphatase (CD45) und 
des entzündungsfördernden Interleukins-1β in der ischämischen Hirnhemisphäre, sowie 
zahlreiche T-Lymphozyten im Randbereich der ischämischen Läsion wiesen auf einen 
andauernden Entzündungsprozess im Spätstadium des Schlaganfalls hin. Jedoch wurden 
die Prozesse weder durch G-CSF noch durch die zusätzliche Zelltherapie moduliert.    
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Innerhalb der ersten 5 Tage nach Schlaganfall wurde im Blut der Kontrollgruppe 
erwartungsgemäß eine auffällige Reduktion an zirkulierenden Immunzellen nach 
Schlaganfall festgestellt. Im Gegensatz dazu bewirkte die G-CSF-Therapie einen 
deutlichen Anstieg von PMN, Lymphozyten und Monozyten. Die Transplantation von BM 
MNC nach 6h hatte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen signifikanten Einfluss 
auf die Leukozytenverteilung. Interessanterweise konnte jedoch in der späten 
Zelltherapiegruppe (48h) bereits vier Stunden nach Zelltransplantation ein signifikanter 
Anstieg der zirkulierenden PMN beobachtet werden (pMCAO: 1,54 ± 1,01 x106 PMN/ml; 
pMCAO+G-CSF: 6,11 ± 0,58 x106 PMN/ml; pMCAO+G-CSF+BM MNC 48h: 8,01 ± 1,09 
x106 PMN/ml, p<0,05). 
Um eine potenziell immunologische Interaktion zwischen der G-CSF-Therapie und der 
späten Zelltherapie ermitteln zu können, wurde zunächst die Verteilung der spät-
transplantierten (48h) BM MNC 4h nach Injektion in Blut, Milz, Knochenmark und Gehirn 
untersucht. Die fluoreszenzmarkierten BM MNC konnten durchflusszytometrisch in allen 
untersuchten Organen lokalisiert und differenziert werden, wobei der Großteil der 
transplantierten Zellen in der Milz akkumulierte. Die histologische Analyse der Milz ergab, 
dass zahlreiche BM MNC zwischen roter und weißer Pulpa in direkter Nachbarschaft zu 
Makrophagen der Marginalzone lokalisiert waren. Diese sogenannten Marginal Zone 
Macrophages (MZM) sind für den Abbau von zirkulierenden seneszenten und 
apoptotischen Zellen verantwortlich. Möglicherweise hat die doppelte Belastung dieses 
Systems durch die massive G-CSF-bedingte Neutrophilie und die Injektion von teilweise 
apoptotischen BM MNC zu einer kompetitiven Hemmung des Granulozytenabbaus 
geführt. Tatsächlich konnte nach einer späten Zelltherapie sowohl einen Anstieg der 
zirkulierenden PMN als auch deren vermehrte Infiltration in die ischämische 
Hirnhemisphäre nachgewiesen werden. Dies könnte schließlich den negativen Einfluss 
auf die funktionelle Verbesserung erklären.  
 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals die Wirksamkeit von G-CSF auf die 
funktionelle Erholung nach einem permanenten Schlaganfallmodell in einer komorbiden 
Ratte bestätigt werden. Während die zusätzliche Transplantation von BM MNC nach 6h 
keinen weiteren Therapieeffekt zeigte, führte die Zelltransplantation nach 48h, 
wahrscheinlich aufgrund einer immunologischen Interaktion, zu einer Aufhebung des 
protektiven G-CSF-Effektes. Die untersuchte Kombinationstherapie war also je nach 
Therapiebeginn ohne Vorteil oder sogar schädlich. Die zugrundeliegenden 
Interaktionsmechanismen werfen ein interessantes Licht auf die mögliche Wirkungsweise 
von Zelltherapien und unterstreichen die entscheidende Rolle des Immunsystems in der 
Pathophysiologie des Schlaganfalls. 
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